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STANOVENI OBSAHU VITAMINU A
A VITAMINU E METODOU HPLC

1 Ucel a rozsah

Postup specifikuje podminky pro stanoveni vitaminu A a vitaminu E v krmivech a premixech.

2 Princip

Obsah vitaminu A a E se stanovi po alkalické hydrolyze hydroxidem draselnym, nasledné
extrakci na pevné fazi a prevedeni do cyklohexanu metodou vysokoucinné kapalinové
chromatografie HPLC na normalni fazi.

Pro stanoveni vitaminu A se pouzije UV detekce pii 325 nm nebo fluorescencni detekce,
excita¢ni vlnova délka Ex = 325 nm, emisni vinova délka Em = 480 nm.

Pro stanoveni vitaminu E se pouzije UV detekce pii 292 nm nebo fluorescencni detekce,
Ex =292 nm, Em = 330 nm.

Druhou moZnosti stanoveni je, Ze se vzorek pievede do metanolu.

Obsah vitaminu A se stanovi metodou HPLC na reverzni fazi s UV detekei pti vinové délce
325 nm nebo fluorescenéni detekci, excitacni vlnova délka Ex = 325 nm, emisni vinova délka
Em =480 nm.

Obsah vitaminu E se stanovi metodou HPLC na reverzni fazi metodou UV detekce
pti 292 nm nebo fluorescencni detekce pii vinovych délkach Ex = 295 nm, Em = 330 nm.

Mez stanovitelnosti metody zavisi na matrici vzorku stejné jako na pouzitém pfistroji.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
1 Etanol, absolutni.

2 Etanol, denaturovany 1 % hexanu.

3 Cyklohexan, ¢istota HPLC.

4 Hydroxid draselny, KOH, vodny roztok.

Pfiprava: 500 g hydroxidu draselného se rozpusti v 500 ml vody za stadlého michani
a chlazeni.

5 Kyselina askorbova, 20% vodny roztok.

Priprava: Do 100ml barnky se odvazi 20 g kyseliny askorbové, ptida se asi 50 ml vody
(15) a kyselina askorbova se rozpusti. Pak se doplni vodou (15) po znacku. Roztok
se ptipravuje denn¢ Cerstvy.
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6 Sulfid sodny, napi. dekahydrat, Na,S .10 H20.
7 Sulfid sodny NayS, alkalicky roztok.
Piiprava: 112 g sulfidu sodného (6) se rozpusti v 1000 ml roztoku hydroxidu
draselného (4).
8 Butylhydroxytoluen (BHT).
9 Vitamin A, standardni latka (napt. all-trans-retinol palmitat).
10 Vitamin E, standardni latka (napt. DL-alfa-tokoferol).
11 Mobilni faze — pro normalni fazi.
Piiprava: Smicha se 985 ml cyklohexanu (3) a 15 ml etanolu (1).
12 Zakladni standardni roztok vitaminu A.
Piiprava: Navazi se tolik standardni latky vitaminu A (9), aby se do préace vzalo
50000 m.j. vitaminu A. Toto mnoZstvi se zmydelni a extrahuje podle postupu (5.2
a5.3) Zisk& se zékladni standardni roztok vitaminu A (retinolu) o koncentraci asi
66 m.j./ml.
Skute¢na koncentrace vitaminu A (retinolu) v zakladnim standardnim roztoku se zjisti
spektrofotometricky. Proméii se jeho absorbance proti cyklohexanu pii vinové délce
325nm. V cyklohexanu ma koncentrace vitaminu A - retinolu 33333 m.j./ml
absorbanci 1735 — tedy koncentrace1l0 m.j./ml ma vykazat absorbanci 0,5205.
Ziskany zakladni standardni roztok se uchovdvd v odmérné bance z tmavého skla
V lednicce.
13 Z&kladni standardni roztok vitaminu E.
Pfiprava: Do 100ml odmérné banky se navazi presné cca 50 mg DL alfa-tokoferolu
(10) a doplni se po znacku cyklohexanem (3). Tento zdkladni standardni roztok ma
koncentraci cca 500 ug/ml.
Skute¢nou koncentraci vitaminu E v z&sobnim roztoku Ize kontrolovat
spektrofotometrickym métenim pii vlnové délce 292 nm proti cyklohexanu (3).
V cyklohexanu ma koncentrace vitaminu E 50 pug/ml absorbanci 0,420.
Ziskany zakladni standardni roztok se uchovavd v odmérné baice z tmavého skla
V lednicce.
V piipad¢€ pouziti standardu ve formeé acetatu se standard zmydelni.
14 Pracovni standardni roztoky vitamini A a E.

Pfiprava: Pracovni standardni roztoky se ziskaji fedénim zakladniho standardniho
roztoku (12 nebo 13) tak, aby z nich piipravené kalibra¢ni koncentrace pro nastiik
do HPLC systému dosahovaly pfiblizné hodnot, které odpovidaji koncentracim
vzniklym ptipravou vzorku k analyze.
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Doporucené koncentrace pracovnich standardnich roztok:
Vitamin A (0,045 - 10) m.j./ml, (max.15 m.j./ml),
Vitamin E (1,5 -50) pg/ml, (max. 80 pg/ml).

Pfi soucasném stanoveni vitaminu A a E v jednom nastiiku je mozno pfipravit smésny
pracovni standardni roztok.

15 Voda (deionizovand, demineralizovana nebo destilovana).
16 Metanol, HPLC grade.

17 Mobilni faze — pro reverzni fazi.
Ptiprava: Smicha se 980 ml metanolu (16) a 20 ml vody (15).

Pozndmky

1 Kyselina askorbova a BHT se pridavaji jako antioxidanty a NaaS pro vazani tezkych
kovil.

2 Zakladni standardni roztok vitaminu A4 neni treba vidy pripravovat Cerstvy, protoze

"slabnuti" standardu lze spektrofotometricky sledovat. S aktualizovanou hodnotou
Se pocita ve vypoctu.

Piistroje a pomiicky

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf s UV a/nebo FF detekeci.
Rota¢ni michacka (napt. Wagnerovo kolo) nebo vodni lazeni s michanim.
Kolonky SPE, napi. EXTRELUT (MERCK).

Laboratorni odstfedivka.

a A W N R A~

Ultrazvukova lazen.
Poznamky

3 UV detektor a FF detektor jsou zapojeny v sérii, coz umoZiuje stanoveni vitaminu A
i vitaminu E na jeden nastrik.

5 Postup

5.1  Priprava vzorku

Podle pfedpokladaného obsahu vitaminu A se navazi 5 g az 30 g dobfe rozemletého
a zhomogenizovaného zkuSebniho vzorku. Vzorek se mele bezprostfedné pied stanovenim
tak, aby nedoslo k zahtati vzorku.
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5.2  Zmydelnéni

K navaZenému vzorku ve zmydelnovaci bance se piida 130 ml etanolu (1), 30 ml alkalického
roztoku sulfidu sodného (7), 1 g kyseliny askorbové (5) a na $pi¢ku noze BHT (8).
Zmydeliiovani probihd za studena pfes noc (nejméné¢ 12 h) pii laboratorni teploté
Vv uzavienych bankach upevnénych v rotaéni michacce (napi. Wagnerovo kolo). Saponifikace
pii laboratorni teploté poskytuje nizsi rozptyl vysledkd.

Lze pouzit také zmydelnovani za tepla, které probiha ve vodni lazni s michanim pod zpétnym
chladicem v atmosféfe dusiku pii teploté 80 °C po dobu 30 min. Po uplynuti této doby
se bankka vyjme z vodni lazn¢ a nechd se pod zpétnym chladicem ochladit na laboratorni
teplotu.

V pripadé potieby se vychladly obsah banky zfiltruje ptes skladany filtr, prvnich 10 ml
se nepouzije.

53 Extrakce

Odpipetuje se 40 ml filtratu (z bodu 5.2) a doplni se roztokem kyseliny askorbové (5)
na 50 ml v odmérné bance. Po fadném promichéani eventualné vzniklé emulze se pipetuje
15 ml na SPE kolonku. Po 15 min se zakotvena organicka faze vymyje 70 ml cyklohexanu
(3). Eluat se jiméa do 50ml odmérné banky (pozndmka 4) a doplni se po znacku cyklohexanem
(3) (pozndmka 5). Takto pripraveny vzorek se pfimo davkuje do HPLC systému s normalni
fazi.

Druhou moznosti je, Ze se alikvotni podil vzorku vitaminu A a E v cyklohexanu odpafi
pod proudem dusiku do sucha, rozpusti v alikvotnim podilu metanolu (16) v ultrazvukové
lazni (5) a poté se davkuje na kolonu s reverzni fazi. Pied nastiikem na kolonu je vhodné
vzorek odstiedit (3 — 5) min pii 10 000 ot./min na laboratorni odstiedivce.

Poznamky

4 Velikost 50ml odmérné baitky pro jimdni eludtu je dostatecnd. Cdst cyklohexanu
se odpari a cast pojme EXTRELUT (3), kterym cyklohexan protéka.

5 Pokud se ve vzorku ocekdva vysoky obsah vitaminii (premixy DL), je nezbytné ovérit,
Ze vitaminy byly z SPE kolonky zcela vymyty. Kolonka SPE se promyje dalSim
objemem cyklohexanu a eludat se proméri na pritomnost vitamini na HPLC
Pri pozitivnim ndlezu je treba na extrakci z SPE kolony pouZit takové mnozstvi
cyklohexanu, které zajisti eluci veSkerych vitaminii z SPE kolony.

54  Chromatografické stanoveni

Ze zékladnich standardnich roztokd (12, 13) se nafedénim asi na (70; 90; 110; 130) %
vypoctené nastfikové koncentrace vzorku sestroji ctyfbodovy kalibracni graf, kde plocha pikt
je umérnd koncentraci standardu.
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Kalibracni roztoky 1 extrakty zkuSebnich vzorki se meéfi za separacnich podminek
chromatografického systemu, které uvad¢ji tabulky 1 aZz 4. Podminky jsou doporuéené,
mohou byt pouzity jiné podminky za predpokladu, Ze davaji rovnocenné vysledky.

Tabulka 1. Pozadované parametry pro separaci na analytické koloné s normalni fazi.

Kolona Silica 5um; (3,9 x 150) mm nebo obdobna
Teplota kolony 28 °C
Pratok mobilni faze 0,7 ml/min

Objem nastiiku

Krmné smési 30 pl; premix 5 pl

Retencni c¢as

3,7 min — vitamin A;

1,6 min — vitamin E

Tabulka 2. Detekce pro separaci na analytické koloné s normalni fazi.

uv FF exc. FF em.
Vitamin A 325 nm 325 nm 480 nm
Vitamin E 292 nm 292 nm 330 nm

Tabulka 3. Pozadované parametry pro separaci na analytické koloné s reverzni fazi.

Kolona Zorbax Eclipse XDB C 8, 5um; (4,6 x 150) mm nebo obdobna
Teplota kolony 28 °C
Pratok mobilni faze 0,8 ml/min

Objem nastiiku

Krmné smési 30 pl; premix 5 pl

Retencni ¢as

2,5 min — vitamin A;
4.5 min — vitamin E
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Tabulka 4. Detekce pro separaci na analytické koloné s reverzni fazi.
uv FF exc. FF em.
Vitamin A 325 nm 325 nm 475 nm
Vitamin E 292 nm 295 nm 330 nm
Poznamky
6 V8echny ukony je nutné vykondvat za omezeného pristupu svétla.

7 Jestlie se pri deklarované hodnoté (1000 — 4 000) m.j./kg vitaminu A paralelni
vysledky lisi navzajem o vice nez 20 %, doporucuje se zvySit navazku na 60 g vzorku
a zdvojndasobit mnozstvi vSech pouzitych chemikalii pri zmydeliiovani vzorku.

Doporucené navazky vzorku pro stanoveni vitaminu A uvadi tabulka 5.

Tabulka 5. Doporucené navazky vzorku.

Deklarované mnozstvi vitaminu A (m.j./kg)

Navazka vzorku (g)

4 000 - 50 000 30

50 000 - 200 000 20
200 000 — 1 000 000 10
1000 000 -5 000 000 5

Predpokladanad ndstiikovd koncentrace vitaminu A (E) ve vzorku se vypocte podle

vztahu

C=15%x10"x Dxm

(vztah 1)
C  predpokiddana nastrikova koncentrace; vit A (m.j./ml); vit E (zg/ml),

D  deklarovana hodnota; vit A (m.j./g); vit E (1g/g),

m  hmotnost navazky zkuSebniho vzorku (g).

Uvedeny vztah plati pouze pro tento pracovni postup.
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Dalsi priklad volby navazky a vypoctu nastiikovych koncentraci pro

a) Krmné smési

Vzorek ma deklarovanou hodnotu 5 000 m.j./kg vitaminu A, 30 mg/kg vitaminu E.
Navazka vzorku 30 g. Dosazenim do vztahu 1 se ziskd hodnota ndstiikové koncentrace
C = 0,225 m.j./ml pro vitamin A, hodnota nastiikové koncentrace C = 1,35 ug/ml
pro vitamin E.

b) Premixy

Vzorek méa deklarovanou hodnotu 1400000 m.j./kg vitaminu A, 3000 mg/kg
vitaminu E . NavaZka vzorku 5 g. Dosazenim do vztahu 1, se ziska hodnota nastrikové
koncentrace C = 10,5 m.j./ml pro vitamin 4, hodnota nastiikové koncentrace C = 22,5
ug/ml pro vitamin E.

8 BHT (8) ma velmi podobné podminky FF detekce jako a-tokoferol (Ex = 283 nm,
Em = 310 nm). Za optimalnich podminek chromatografie (klicovd je predevsim kvalita
kolony) je pik BHT separovan, retencni cas je nizsi nez u vitaminu E. V pripade Spatné
separace miize nastat stav, kdy retencni casy BHT a vitaminu E jsou shodne.
V takovém pripadé ziskany vysledek neni spravny.

6 Vypocet

Obsah vitaminu A (m.j./kg) (poznamka 9) a vitaminu E (mg/kg) (poznamky 10 a 11) ve
zkouSeném vzorku se vypocte podle vztahu

Xo 666,667 x C,
m
C1 koncentrace vitaminu A (m.j./l), resp. koncentrace vitaminu E (pg/ml),
zjisténa z kalibra¢niho grafu metodou vnéjsiho standardu,

m hmotnost navazky zkouSeného vzorku (g).
Pozndmky
9 Vysledek stanoveni obsahu vitaminu A je treba interpretovat jako obsah all-trans a Cis

izomeru.

10 Vysledek stanoveni obsahu vitaminu E je treba interpretovat jako celkovy obsah alfa
tokoferolu. Vedle této modifikace se jeste miize vitamin E vyskytovat v surovinach
V podobé beta, gama i delta tokoferolu, nebo i alfa, beta, gama, delta tokotrienolu.
Tyto nativni obsahy jsou vSak velmi nizkeé a jejich zastoupeni je v riiznych materialech
rizné. Z teoretického hlediska vSak je nutno na tento fakt upozornit.

11 Vysledek stanoveni obsahu vitaminu E je mozné interpretovat take jako alfa tokoferol
acetat, kde 1 mg alfa tokoferol acetatu odpovida 0,91 mg alfa tokoferolu (vitamin E).
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